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A method and a device for producing a controllable and reproducible temperature gradient in a 
predetermined direction of heat-conducting plates for the separation of mixtures of substances in 
sheet-shaped separating media wherein one edge of a plate is heated by means of one or more 
controllable heating means and the opposite edge of the plate is cooled by one or more controllable 
cooling means. In this way, the energy flows through the heating means and of the cooling means are 
greater than the energy flow across the plate. The method and device are suitable for separating 
mixtures of substances wherein at least one component undergoes a thermal conversion within the 
temperature range of the temperature gradient. Therefore, they are suitable for the detection of and 
differentiation between viroids, satellite RNAs, viruses containing double-strand or circular nucleic as 
well as for the analysis of protein-nucleic acid complexes and for the analysis of mutations. 
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© Verfahren und Vorrichtung zur Herstellung eines regelbaren und reproduzierbaren Temperaturgradienten und 
seine Verwendung 

© Verfahren zur Herstellung eines regelbaren und repro- 
duzierbaren Temperaturgradienten in flachigenTrennme- 
dien, wobei das flachige Trennmedium auf einer Platte 
angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, dad eine einzige 
warmeleitende Platte (1) verwendet wird und die von der 
warmeleitenden Platte (1) abgewendete Seite desTrenn- 
mediums mit einer warmeisolierenden Abdeckung (10) 
versehen ist, wobei eine Kante der Platte (1) mittels einer 
oder mehrerer regelbarer Heizvorrichtungen (4) erwarmt 
und die gegenuberliegende Kante der Platte (1) mittels ei- 
ner oder mehrerer regelbarer Kuhlvorrichtungen (5) ge- 
kuhltwird. 




© 



CNJ 

u 



ir> 

CM 
CM 

O 
CO 

LU 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 09.98 802 147/5/9 



22 



1 



DE 36 22 591 C2 



2 



Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
gemaB Anspruch 1, eine Vorrichtung gemaB Anspruch 6 so- 
wie ihre Verwendung gemaB Anspruch 10. 

Es ist bekannt, daB eine Reihe von hohermolekularen Na- 
turstoffen bei steigenden Temperaturen Umwandlungen 
bzw. irreversible Veranderungen erfahren und daB diese Ver- 
anderungen auch analytisch ausgewertet werden konnen. D. 
R. Thatcher und B. Hodson haben in Biochem. (1981), 197, 
S. 105-109 die Denaturierung von Proteinen und Nuklein- 
sauren unter Anwendung eines thermischen Gradienten bei 
der Elektrophorese untersucht und dabei festgestellt, daB 
hierbei thermisch verursachte Veranderungen sichtbar ge- 
macht werden konnen. Zur Erzeugung des thermischen Gra- 
dienten haben sie ein Gerat konstruiert, welches von beiden 
Seiten an eine vertikale Polyacrylamid-Gelplatte gelegt wer- 
den konnte, wobei thermostatisch kontrolliertes Wasser ver- 
schiedener Temperaturen durch die beiden Enden der Alu- 
miniumplatten geleitet wurde. Die beiden Platten waren 
miteinander in Serie geschaltet, wobei man annahm, daB 
sich hierbei ein identischer thermischer Gradient ausgebil- 
det hat. 

Diese Vorrichtung ist nicht nur konstruktiv kompliziert 
und schwierig handhabbar, sonder weist auch den prinzi- 
piellen Fehler auf, daB sich hiermit kein regelbarer und re- 
produzierbarer Temperaturgradient herstellen laBt. Allein 
dadurch, daB der Strom des Wasserbades durch die in Serie 
geschalteten Platten geleitet wurde, hat sich ein uner- 
wiinschter und storender Temperaturgradient ausgebildet 
zwischen Zu- und Ableitung des jeweiligen Wasserbades. 
Dies wiederum fuhrt zu verschiedenen Temperaturen und 
nicht-parallelen Temperaturgradienten in den beiden Plat- 
ten. Dies wiederum fuhrt dazu, daB die Gelelektrophorese- 
platte auf der Vorder- und Riickseite verschiedene Tempera- 
turen aufwies. 

Die vorliegende Erfindung hat sich zunachst die Aufgabe 
gestellt, einen regelbaren und reproduzierbaren Temperatur- 
gradienten herzustellen in einer vorgegebenen Richtung von 
warmeleitenden Platten fur die Auftrennung von Stoffgemi- 
schen in flachigen Trennmedien. Dabei sollte dies mit mog- 
lichst geringem konstruktiven und apparativen Aufwand er- 
folgen und dennoch gewahrleisten, daB moglichst wenig 
Storungen auftreten. 

Diese Aufgabe konnte jetzt uberraschend einfach mit ei- 
nen Verfahren, das die Merkmale des Anspruchs 1, bzw. ei- 
ner Vorrichtung gemaB Anspruch 6 aufweist, gelost werden. 
Untersuchungen an rechteckigen Platten mit derartigen 
Heiz- und Kuhlvorrichtungen haben gezeigt, daB auf diese 
Weise in der Platte ein praktisch linearer Temperaturgra- 
dient erzeugt werden kann und dieser Temperaturgradient 
von der Platte auf die angrenzenden flachigen Trennmedien 
iibertragen wird. Es hat sich weiterhin gezeigt, daB bei war- 
meisolierender Abdeckung des flachigen Trennmediums auf 
der Seite, die der Platte abgewandt ist, sich der gleiche Tem- 
peraturgradient durch die gesamte Schicht hindurch ausbil- 
det. Die Temperatur auf den beiden Seiten des Trennmedi- 
ums ist somit nahezu identisch. Es kann daher nicht zu den 
Storungen kommen, die durch verschiedene Aufheizung der 
beiden Seiten des Trennmediums durch zwei Platten zu be- 
obachten sind. 

Besonders einfach kann sowohl die Erwarmung der einen 
Kante der Platte als auch die Kuhlung der gegenuberliegen- 
den Kante mit Hilfe von thermostatisierten Flussigkeitsba- 
dern erfolgen. Prinzipiell kann aber auch die Heizung der ei- 
nen Kante mit Hilfe einer elektrischen Heizung erfolgen, 
wobei sowohl Heizdrahte als auch Peltier-Elemente in Frage 
kommen. 



Um bei Verwendung von thermostatisierten Flussigkeits- 
badern zu gewahrleisten, daB der EnergiefluB der Heizvor- 
richtung einerseits und der Kuhlvorrichtung andererseits 
groBer ist als der EnergiefluB durch die Platte, geniigt es 
5 nicht, an den Plattenenden Bohrungen anzubringen, welche 
von dem Flussigkeitsbad durchstromt werden. Es werden 
vielmehr groBerdimensionierte Metallblocke durchbohrt 
und vollflachig mit den Kanten der Platte verbunden. Vor- 
zugsweise werden einfach oder doppelt durchbohrte Metall- 

10 blocke verwendet, die eine\deutlich breitere AuBenkante 
aufweisen als die Dicke der warmeleitenden Platte. 

Bei einfach durchbohrten Metallblocken bildet sich durch 
den EnergiefluB in die Platte ein gewisser Temperaturgra- 
dient zwischen Zu- und Ablauf aus. Dieser Temperaturgra- 

15 dient wird dann als relativ geringfugiger Fehler des erfin- 
dungsgemaB herzustellenden Temperaturgradienten auf der 
Platte an diese weitergegeben. Um auch diese Storungen des 
Temperaturgradienten in der Platte zu vermeiden, verwendet 
man am einfachsten doppelt durchbohrte Metallblocke, 

20 durch die das jeweilige FlUssigkeitsbad nacheinander in bei- 
den Richtungen durchgepumpt wird. Der Temperaturgra- 
dient zwischen eintretendem und austretendem Russigkeits- 
bad wird dadurch geringer und kompensiert sich innerhalb 
des Metallblocks. Prinzipiell ist es auch moglich, diesen 

25 Fehler etwas zu kompensieren, indem man bei einfach 
durchbohrten Blocken eine den Temperaturgradienten ent- 
sprechende Winkelabweichung von der parallelen Anord- 
nung wahlt und so die geringere TemperaturdirTerenz zwi- 
schen Ausfliissen durch einen geringeren Abstand aus- 

30 gleicht, was dann zum gleichen Gradienten fuhrt. Wesent- 
lich storender als ein nicht idealer Gradient sind die Abwei- 
chungen der Temperatur auf der Ober- und Unterseite von 
flachigen Trennmedien bei der Verwendung von zwei Plat- 
ten, deren Temperaturgradient nicht vollig ubereinstimmt, 

35 so wie dies im Stand der Technik der Fall war. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens 
ist, daB es moglich ist, nicht nur wie im Stand der Technik 
einen Temperaturgradienten senkrecht zur Laufrichtung, 
sondem auch parellel zur Laufrichtung herzustellen. Hier- 

40 durch ist es moglich, gereinigte, chromatographisch einheit- 
lich erscheinende Fraktionen zu untersuchen. 

Es wurde bereits in einigen Fallen festgestellt, daB es sich 
dabei um Substanzgemische handelte, die bei nochmaliger 
Auftrennung unter Ein wirkung eines parallelen Temperatur- 

45 gradienten aufgetrennt werden konnten. Dies ist darauf zu- 
ruckzufiihren, daB die einzelnen Komponenten des einheit- 
lich erscheinenden Gemisches sich thermisch verschieden 
verhalten und daher beim Durchwandern des flachigen 
Trennmediums an verschiedenen Stellen umgewandelt wer- 

50 den und daher ihre Wanderungsgeschwindigkeit verandem. 
Bei Anwendung eines parallelen Temperaturgradienten ist 
es weiterhin moglich, gleichzeitig mehrere Proben zu unter- 
suchen. 

Bei Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens zu- 
55 sammen mit Gelplatten fur die Elektrophorese ist es bei- 
spiels weise moglich, Viroide, Satelliten-Ribonukleinsauren 
von Viren und Vuen mit doppelstrangiger RNA nachzuwei- 
sen und zu unterscheiden. Weiterhin ist es moglich, Protein- 
Nukleinsaure-Komplexe sowie Mutationen zu analysieren, 
60 da sich auch diese in sehr spezieller Weise thermisch unter- 
scheiden lassen. Einige dieser TVennprobleme konnten sich 
bisher nur mit Hilfe der sehr schwer reproduzierbaren und 
auBerst schwierig herstellbaren Gradientenplatten fur Gel- 
elektrophorese losen lassen. Bekannt geworden sind insbe- 
65 sondere derartige Gradientenplatten mit einem HamstofF- 
gradienten oder einem Gradienten eines Inhibitors (vgl. L. 
S. Lerman et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng., 1984. 13, S. 
399^423). 



DE 36 22 



591 C2 



3 



4 



Eine besonders einfache und bevorzugte Ausfiihrungs- luftblasenfrei abgedeckt Diese MaBnahme und das Ober- 

form der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist in der anlie- Ziehen der in die puffergefiillten ElektrodengefaBe fuhren- 

genden Fig. 1 dargesteilt, welche mit ihren Dimensionen ge- den Schwammtucher mit handelsiiblicher Haushaltsfolie hat 

eignet ist, in einem handelsublichen Gelelektrophorese-Ge- sich als wirksamer Schutz gegen Austrocknung erwiesen. 

rat eingesetzt zu werden, namlich dem LKB 2117 Multiphor 5 Auf die Abdeckfolie wurden zur thermischen Isolation des 

II. Gels noch zwei 5 mm dicke Glasplatten gelegt, durch die 

In dieser Figur bedeutet man die Bewegung der Farbstoflindikatoren im Gel verfol- 

1: die warmeleitende Platte, gen kann. Dann wird der Temperaturgradient erzeugt, indem 

2: eine Xante und die Heizung und Kuhlung eingestellt werden. In weniger als 

3: die gegeniiberliegende Kante, io 5 Minuten hat sich auf der Thermostatisierplatte und im Gel 

4: eine regelbare Heizvorrichtung und ein linearer Gradient eingestellt. Um eine vollstandige 

5: eine regelbare Kiihlvorrichtung. Gleichgewichtseinstellung der Konformation der zu unter- 

In der anliegenden Fig. 2 ist schematisch der Aufbau ei- suchenden Proben zu gewahrleisten, wurde vorsichtshalber 

ner Temperaturgradienten-Gelelektrophorese dargesteilt. weitere 10 Minuten equilibriert. Diese Zeitdauer der Equili- 

In dieser Figur bedeutet 15 brierung ist ein KompromiB zwischen moglichst vollstandi- 

1: eine Kupferplatte, ger Equilibrierung der zu untersuchenden Probe und einer 

5: einen Kiihlkanal, moglichst geringen Diffusion der Probe in der Gelmatrix. 

6: eine Polytetrafluorethylen-Folie zur elektrischen Isola- Danach wird in einem dritten Schritt die Elektrophorese ein- 

tion, geschaltet bei einer Spannung von 300 V. Abgeschaltet 

7: eine das Gel tragende Folie, 20 wird, wenn im Indikator zu erkennen ist, daB die Probe na- 

8: das Gel, hezu am anderen Ende der Gelplatte angelangt ist. 

9: einen Flussigkeitsfilm zwischen Gel und Abdeckfolie, Das Verfahren wurde inzwischen erfolgreich angewendet 

10: ein Abdeckfolie, fur den Nachweis und die Unterscheidung von Viroiden, die 

11: eine auf der Abdeckfolie liegende Glasplatte, Diagnose von Viren, die doppelstrangige oder zirkulare Nu- 

12: eine Glasplatte zum Anpressen der Elektrodenkontakttii- 25 kleinsaure enthalten, sowie den Nachweis und die Charakte- 

cher, risierung verschiedener Stamme, beispielsweise vom Rota- 

13: Elektrodenkontakttucher, virus. 

14: Polyethylenfolie um die Elektrodenkontakttucher, Weiterhin war es moglich, die symptomregulierenden Sa- 

15: Elektrodenpufferbecken telliten-RNAs am Beispiel des Gurkenmosaikvirus und des 

16: eine Elektrode und 30 ErdnuBstauchevirus experimentell zu belegen und eindeutig 

17: eine Geltasche. zwischen syrnptomverstarkenden und symptomabschwa- 

Zur Durchfuhrung der Temperaturgradienten-Gelelektro- chenden Satelliten-RNAs zu unterscheiden. SchlieBlich ist 

phorese wird das Gel horizontal auf die Thermostatisier- es gelungen, Protein-Nukleinsaure-Komplexe zu analysie- 

platte gemaB Fig. 1 gelegt. Das elektrische Feld im Gel wird ren und in einem Beispiel experimentell zu belegen, daB 

uber zwei Filterpapiere oder Schwammtucher hergestellt, 35 durch eine Mutation in einer regulatorischen Sequenz eine 

die in puffergerullte Elektrodenkammern ruhren. Anstelle einfach zu analysierende Fehlfunktion feststellbar war. Die 

der fur horizontale Elektrophoresen handelsublichen Filter- Methode ist daher auch geeignet, Mutationen in Proteinen 

papiere haben sich auch in destilliertem Wasser ausgekochte zu analysieren. Es konnten Mutanten analysiert werden, die 

Haushaltsschwammtiicher gut bewahrt, da sie eine groBere sich nur geringfugig in ihrer Nuklotialsequenz unterschei- 

Saugfahigkeit und nach dem Autoklavieren geringere mi- 40 den. Eine solche Analyse war bisher nur mit dem aufwendi- 

krobiologische Verunreinigungen zeigen. gen Harnstoffgradienten- Verfahren moglich. 

Die Thermostatisierplatte besteht beispielsweise aus zwei 

quaderforrnigen Kupferblocken mit quadratischem Quer- Patentanspriiche 
schnitt (210 mm x 30 mm x 30 mm) und einer zentralen zy- 

lindrischen Bohrung von 15 mm Durchmesser. Sie werden 45 1. Verfahren zur Herstellung eines regelbaren und re- 

an den gegenuberliegenden Seiten einer Stimflache einer produzierbaren Temperaturgradienten in flachigen 

210 mm x 190 mm X 5 mm groBen Kupferplatte angelotet. Trennmedien, wobei das flachige lYennmedium auf ei- 

An die Enden der zylindrischen Bohrung werden Messingo- ner Platte angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, 

liven angebracht, an die die Zu- und Abfuhrungen zweier daB eine einzige warmeleitende Platte (1) verwendet 

Wasserthermostaten angeschlossen werden. Die untere 50 wird und die von der warmeleitenden Platte (1) abge- 

Grenze des Temperaturgradienten (TO wird durch einen wendete Seite des TYennmediums mit einer warmeiso- 

kiihlbaren Julabo F20-HC Thermostaten und die obere lierenden Abdeckung (10) versehen ist, wobei eine 

Grenze (T 2 ) durch einen.Haake F3 Thermostaten hergestellt. Kante der Platte (1) mittels einer oder mehrerer regel- 

Nach AnschluB der Thermostaten an die Thermostatisier- barer Heizvorrichtungen (4) erwarmt und die gegen- 

platte stellt sich innerhalb von wenigen Minuten ein kon- 55 uberliegende Kante der Platte (1) mittels einer oder 

stanter Temperaturgradient ein. Der Temperaturgradient mehrerer regelbarer Kuhlvorrichtungen (5) gekiihlt 

zwischen EinlaB und AuslaB der Kupferblocke betrug weni- wird. 

ger als 0,5°C. Die mit der Apparatur maximal einstellbare 2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 

Temperaturdifferenz betrug 70°C. Messungen der Tempera- zeichnet, daB sowohl die Erwarmung der einen Kante 

tur oberhalb und unterhalb des Gels ergaben maximale Ab- 60 als auch die Kuhlung der gegenuberliegenden Kante 

weichungen von 1°C Die Elektrophorese wurde zunachst mit Hilfe von thermostatisierten niissigkeitsbadern er- 

bei Ti = T2 = 1 0°C und einer Spannung von 100 V begonnen folgt. 

und wieder gestoppt, nachdem an der zuriickgelegten Lauf- 3. Verfahren gemaB Anspruchen 1 oder 2, dadurch ge- 

strecke abgeschatzt werden konnte, daB die zu untersu- kennzeichnet, daB die Erwarmung der einen Kante mit 

chende Probe vollstandig in die Gelmatrix eingedrungen 65 Hilfe einer elektrischen Heizung erfolgt. 

war. Es wurde dann die Spannung abgeschaltet, das Gel ein- 4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 

schlieBlich der Auftragstasche mit Elektrodenpuffer uber- durch gekennzeichnet, daB als flachiges TVennmedium 

schichtet und mit der hydrophilen Seite einer Gelbondfolie fur Stoffgemische Gelplatten fiir die Elektrophorese 
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verwendet werden. 

5. Verfahren gemaB einem der AnsprUche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB als flachiges Trennmedium 
fur Stoffgemische Chromatographieplatten verwendet 
werden. 5 

6. Vorrichtung zur Herstellung eines regeibaren und 
reproduzierbaren Temperaturgradienten in einem fla- 
chigen Trennmedium fiir die Auftrennung von Stoffge- 
mischen, wobei das flachige Trennmedium auf einer 
warmeleitenden Platte angeordnet ist, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, daB die Vorrichtung eine einzige wannelei- 
tenden Platte (1), eine warmeisolierende Abdeckung 
(10) auf der von der warmeleitenden Platte (1) abge- 
wandten Seite des flachigen lYennmediums (8) eine 
oder mehrere regelbare Heizvorrichtungen (4) an der 15 
einen Kante (2) und eine oder mehrere regelbare Kuhl- 
vorrichtungen (5) an der gegenuberliegenden Kante (3) 
der warmeleitenden Platte (1) aufweist. 

7. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sowohl die Heinzvorrichtungen (4) als 20 
auch die Kuhlvorrichtung (5) aus thermostatisierten 
FlOssigkeitsbadern bestehen. 

8. Vorrichtung gemafi Ansprtichen 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Heizvorrichtung einen elektri- 
schen Heizdraht oder Peltier-Elemente enthalt. 25 

9. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie dimensionsmafiig ad- 
aptiert ist fur kommerzielle Gelelektrophorese-Gerate. 

10. Verwendung einer Vorrichtung gemaB einem der 
Anspruche 6 bis 9 zur Auftrennung von Stoffgemi- 30 
schen, in denen mindestens eine Komponente im Tern- 
peraturbereich des Temperaturgradienten eine thermi- 
sche Umwandlung erfahrt. 

11. Verwendung einer Vorrichtung gemaB Anspruch 

10 zum Nachweis und zur Unterscheidung von Viroi- 35 
den, viralen Nukleinsauren, Satelliten-RNAs, zur Ana- 
lyse von Mutationen in Nukleinsauren, zur Analyse 
von Mutationen in Proteinen und zur Analyse von Pro- 
tein-Nukleinsaure-Komplexen. 
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